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МИКРОКАПСУЛИРОВАНИЕ ДНК 
И ПЕРСПЕКТИВЫ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ 


В ВИРУСОЛОГИИ 


Введение 

Микрокапсулирование биологически 
активных веществ для различных целей в 
фармацевтической, химической и пищевой 
промышленности, так же как в сельском 
хозяйстве, медицине, является актуальным 
направлением исследований в биотехно- 
логии. Это обусловлено тем, что заклю- 
ченные в микрокапсулы вещества, а имен- 
но лекарственные средства, такие, как ан- 
тибиотики, ферменты, химиотерапевтиче- 
кие средства, остаются надолго защищен- 
ными от внешнего воздействия, тем самым 
сохраняя свои полезные свойства. 

В современной биотехнологии разраба- 
тываются различные способы доставки ге- 
нетического материала в цитоплазму клет- 
ки. /. В. В.а!К и /. МагсЬ [3] считают пер- 
спективным направлением использование 
бактериофага. Другой путь повысить эф- 
фективностьадресной доставки биоматери- 
ала заключается в применении микрокап- 
сул. Работы, посвященные микрокапсули- 
рованию генетического материала (ДНК), 
пока являются пионерскими. Иммобилиза- 
ция ДНК в виде микрокапсул дает следую- 
щие возможности: 1) позволяет увеличить 
количество доставляемой в клетку ДНК; 2) 
легко иммобилизовать специфические ли- 
ганды, обеспечивая таким образом их взаи- 


модействие с клеточными рецепторами; 3) 
использовать несколько ДНК-плазмид или 
ДНК с белком; 4) защитить ДНК от рас- 
щепления нуклеазами. В доступной литера- 
туре известно несколько работ, непосредс- 
твенно касающихся этого вопроса. Так, М. 
Е. оВизоп, $. Моззтап, Т. Сесй, Г.. Еуап$ [4] 
заключали ДНК в биосовместимые микро- 
сферы, образованные полимерами, позво- 
ляющие сохранять ДНК в суперколлоид- 
ной форме. Эффективность этого метода 
микрокасулирования составляла 50%. При 
попадании их в клетки при инокуляции мы- 
шам микрокапсулы деградировали с пос- 
ледующим высвобождением нуклеиновой 
кислоты. В дальнейших исследованиях бы- 
ла показана высокая эффективность мик- 
рокапсулирования при совместном заклю- 
чении в микросферы ДНК и адъюванта 
для иммунизации мышей. Разработанный 
метод микрокапсулирования ДНК авторы 
предлагают использовать при разработке 
ДНК-вакцин. 

Н. Са! с соавторами разрабатывают 
новую стратегию вакцинации против ту- 
беркулеза, применяя биодеградируемые 
микросферы, содержащие ДНК, кодиру- 
ющую антигены микобактерий. Учиты- 
вая актуальность данного направления в 
области биотехнологии, цель исследова- 
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Таблица 1 
Эффект введения микрокапсулированной ДНК кроликам 
Вид Кол-| Кол-во ДНК Проявление за- ПЦР ие Но 
животного | во (мкг) болевания цир У 
пезией органов 
2 6,1 гибель на 4-5 сутки + + 


Кролики 


вялотекущая ле- 
6,0 гочная форма, ги- + 
бель на 21сутки 


+печень, мозг, 
селезенка 


6,0 
тт о 2 | (некапсулиро- не выражена 
р ванная ДНК) 


не выявлено нет 


ния состояла в том, чтобы разработать 
способ биоинкапсулирования ДНК, кото- 
рый обеспечивал бы достаточно эффек- 
тивное заключение ДНК в биосовмести- 
мые и биодеградируемые микрокапсулы, 
предохраняющие ее от разрушения в про- 
цессе доставки в эукариотические клетки. 
Разработанный метод микрокапсулирова- 
ния может быть применен при конструи- 
ровании ДНК-вакцин как способ достав- 
ки генетической информации. 
Материалы и методы 

В работе использовали вирус болезни 
Ауески (ВБА) штамм МК-25 8-го пассажа, 
полученный при инфицировании переви- 
ваемой культуры клеток почки сибирско- 
го горного козерога (ПСГК-60).Титр виру- 
са составлял 70-75 1 ТЦД/смз. 

Для выделения ДНК ВБА концентри- 
ровали ПЭГ (ММ 6000) в 100 раз. Выде- 
ление и очистку ДНК осуществляли фе- 
нольно-детергентным методом. Концен- 
трацию ДНК и степень очистки опреде- 
ляли спектрофотометрически по отноше- 
нию ОД260/ОД280, которое было в преде- 
лах 1,79-1,87 и электрофорезом в полиак- 
риламидном геле. 

Заключение ДНК в микрокапсулы 
проводили согласно разработанному ме- 
тоду, описанному ранее (1). 20-50 мкг ДНК 
ВБА инкубировали 22 ч с пористыми мик- 
рочастицами СаСО, при 4°С. После инку- 
бации концентрация ДНК в микрочасти- 
цах составляла 80-90% от исходной. После 
адсорбции ДНК микрочастицы дважды от- 
мывали дистиллированной водой. Для об- 
разования 1-го слоя оболочки микрочасти- 
цы центрифугировали и переносили в рас- 
твор низкомолекулярного (30000) поли-Г- 
лизина (2 мг/мл), инкубировали в течение 
15 мин на шейкере и дважды отмывали в 
физиологическом растворе. Для получе- 
ния 2-го полимерного слоя частицы поме- 
щали в раствор альгината (1-2 мг/мл в 0,2М 
МаСП), инкубировали на шейкере в тече- 
ние 15 мин, отмывали дважды дистиллиро- 


ванной водой и переносили в раствор 01М 
ЭДТА, интенсивно перемешивали для рас- 
творения внутреннего ядра СаСО. и снова 
отмывали водой (1000 об/мин 5 мин). Та- 
кую последовательность операций повто- 
ряли до образования 7 слоев: РГ. — А? — 
РГА ю—РГТ— А№ю-— РТТ. Затем мик- 
рочастицы переносили в раствор 01М ЭД- 
ТА, интенсивно перемешивали для раство- 
рения ядра СаСО, и снова отмывали водой 
(1000 об/мин, 5 мин). Эту операцию повто- 
ряли несколько раз до полного растворе- 
ния ядра СаСО.. 
Результаты и обсуждение 

Исследовали возможность использова- 
ния для микрокапсулирования следующие 
пары противоположно заряженных поли- 
электролитов: 1) альгинат/хитозан (моди- 
фицированный олигохитозан, растворим 
при РН 75, ММ 6500); 2) хитозан/сульфат 
хитозана-2 (СХК -2 ММ 74 000, содержание 
сульфогрупп 14,8%); 3) хитозан/сульфат 
хитозана-3 (СХК-3, ММ 130 000, содержа- 
ние сульфогрупп 15,9%); 4) сополимер ви- 
нилового спирта (ВС) с хитозаном/СХК-2; 
6) сополимер ВС с хитозаном/альгинат, 7) 
хитозан-каррагинан (ММ 400 000); 8) аль- 
гинат- поли-Г-лизин. Все полимеры и со- 
полимеры являются биосовместимыми и 
биодеградируемыми, что важно для после- 
дующей работы с макроорганизмами. 

Микрокапсулы, мембраны которых бы- 
ли образованы на основе пары хитозан/кар- 
рагинан и альгинат/поли-Г-лизин, обладали 
наилучшими характеристиками (несильно 
набухали в воде, имели оптимальный сред- 
ний размер 1-2 мкм, обладали достаточной 
механической прочностью) и были выбра- 
ны для дальнейших исследований. 

ДНК вируса болезни Ауески (ВБА) бы- 
ла выбрана для оценки эффективности пе- 
реноса ДНК в эукариотические клетки, 
т.к. ее введение в чувствительную систему 
приводит к продуктивной вирусной инфек- 
ции, которую можно наблюдать как 1 У1У0, 
так и ш уйго. 
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Таблица 2 


Трансфекция клеток ПСГК различными методами 


Были изучены условия сорбции ДНК 
микросферами СаСО. при различных кон- 
центрациях: 20, 50, 75, 125 мг/смз. Для изу- 
чения сорбции ДНК в порах СаСО. мик- 
рочастиц 20-125 мкг ДНК ВБА инкубиро- 
вали с 50-100 мг микрочастиц в течение 12 
час при 4° С. Полученные микрочастицы 
с адсорбированной ДНК дважды отмыва- 
ли дистиллированной водой. При изучении 
сорбции ДНК в порах СаСО, установлено, 
что максимальная сорбция ДНК ВБА из 
водного раствора составляла 85-90% от на- 
чальной концентрации. 

Для заключения ДНК в микрокапсу- 
лу СаСО, микрочастицы с сорбированной 
в них ДНК покрывали мультислойной по- 
лимерной мембраной, состоящей из 6 чере- 
дующихся слоев: альгинат, поли-Г.-лизин и 
т.д., или из полимеров хитозан-каррагинан. 

При определении выхода ДНК из мик- 
рокапсул было установлено, что из микро- 
капсул на основе пары хитозан-карраги- 
нан через 1 ч ДНК практически полностью 
элюировала в водную фазу или спирт, и по- 
этому микрокапсулы такого состава бы- 
ли не пригодны для микрокапсулирования 
ДНК. Выход ДНК из микрокапсул на осно- 
ве пары альгинат/поли-Г-лизин в суперна- 
танте не превышал 1% (срок наблюдения 
15 дней). Поэтому для дальнейших иссле- 
дований применяли разработанный метод 
микрокапсулирования ДНК с использова- 
нием пары полимеров альгинат/поли-Г.-ли- 
зин, обеспечивающий включение в микро- 
капсулы до 90% ДНК. Электронно-микро- 
скопические исследования микрокапсул с 
заключенной в них ДНК показали, что раз- 
мер микрокапсул составляет 1-2 мкм, а тол- 
щина оболочки 0,2 мкм. 

Для оценки разрабатываемого спосо- 
ба доставки генетической информации 
(ДНК) в клетки животных использовали в 
качестве модели ДНК вируса болезни Ау- 
ески. Это было обусловлено тем, что вирус 
болезни Ауески (ВБА) является патоген- 
ным для кроликов и вызывает заболевание 
с характерными клиническими признака- 
ми, заканчивающееся переболеванием или 


Вносимые реагенты НЕЕ. ОБЕ Чонале- Е 
ции (часы) ДНК (мкг) | ния ЦПД (сутки) @=ТЦДь/мл) 
ДЕАЕ-декстрановый метод 2 5-10 - 
ты 5 | 50 р 15 
о | 50 2 35 


гибелью животных. Так как ДНК этого ви- 
руса является инфекционной, то при сохра- 
нении своих биологических свойств и про- 
никновении в чувствительные клетки она 
должна вызвать инфекционный процесс, 
который должен проявиться в заболева- 
НИИ ЖИВОТНОГО. 

ДНК, заключенную в микрокапсулы, 
вводили разным группам лабораторных 
животных: кроликам, морским свинкам, 
мышам. Контрольным животным иноку- 
лировали нативную ДНК в водном раство- 
ре. 50% кроликов, которым вводили ДНК 
в микрокапсулах в количестве 6 мкг, пали 
на 4 и 5 сутки, а у остальных на 6-7 сутки 
развилась легочная форма болезни, про- 
явившаяся в чихании, кашле и слизистых 
выделениях из носа (табл. 1). 

Контрольные животные оставались 
клинически здоровыми. 10% суспензии ор- 
ганов павших и забитых животных исследо- 
вали в культуре клеток и методом ПЦР со 
специфическими праймерами к эр 50 ВБА. 
Суспензию каждого органа (печень, селе- 
зенка, легкие, мозг, кровь) вносили в элек- 
тивную культуру клеток ПСГК-60, выра- 
щенную в культуральных сосудах, и культи- 
вировали при 37° С. На 4-5 сутки наблюда- 
ли цитопатический эффект только во фла- 
конах, которые были инокулированы ма- 
териалом, взятым от животных, которым 
вводили микрокапсулированную ДНК. 

Методом ПЦР со специфическими 
праймерами выявлена ДНК вируса болез- 
ни Ауески в печени и мозге, а также в куль- 
туральном материале, инфицированном 
суспензией печени и мозга животных, ко- 
торым вводили ДНК в микрокапсулах. В 
контрольной группе ДНК ВБА в суспен- 
зии органов и культуральном материале не 
выявляли. Аналогичные опыты были про- 
ведены на мышах и морских свинках. 

С целью оценки доставки генетической 
информации микрокапсулами ш уйго осу- 
ществляли трансфекцию клеток ПСГК-60 
ВБА тремя методами (табл. 2): ДЕАЕ-де- 
кстрановым, с использованием липофекта- 
мина и с помощью микрогранул. В пробах 
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с культурой клеток, в которых осущест- 
вляли трансфекцию с помощью микрогра- 
нул, развитие цитопатического действия 
(ЦПД), характерного для ВБА, обнаружи- 
вали уже на 2-е сутки, в то время как в дру- 
гих образцах появление ЦПД не наблюда- 
ли. На 4-е сутки ЦПД было обнаружено в 
культуре клеток, трансфекцию в которых 
осуществляли с использованием липофек- 
тамина. На культуре клеток с ДЕАЕ-де- 
кстраном ЦПД не наблюдали в течение 6 
дней (срок наблюдения). Полученный ци- 
топатический эффект был обусловлен ви- 
русом болезни Ауески, что подтверждено 
также методом ПЦР со специфическими 
праймерами к эр 50, размер ППР-продукта 
составлял 492 п.о. 

Таким образом, разработан метод мик- 
рокапсулирования ДНК, состоящий из сле- 
дующих этапов: 1) сорбция ДНК пористы- 
РЕЗЮМЕ 


ми микрочастицами СаСО. при 4° С 20- 
24 часа; 2) нанесение полимерных слоев 
А1®- РГТ-А]ю- РГТ-А]э- РГ; 3) растворе- 
ние внутреннего ядра СаСО.; 4)отмывание 
микрокапсул с заключенной в них ДНК. 
Выводы 

Проведенные исследования показали, 
что разработанный метод микрокапсули- 
рования ДНК путем послойной адсорбции 
противоположно заряженных биодегради- 
руемых полиэлектролитов на сферичес- 
кие макропористые микрочастицы СаСО., 
может быть использован для доставки ге- 
нетического материала (нуклеиновой кис- 
лоты) в эукариотические клетки ш \1о и 
ш Уно. Разработанный метод микрокап- 
сулирования может быть использован при 
конструировании ДНК-вакцин. 

Работа выполнена по проекту РФФИ 
06-04-08-277 


Работа относится к области нанотехнологий и технологиям соматической генной терапии. Пред- 
ставлены результаты получения микрокапсул с регулируемыми параметрами (диаметр, толщина 
оболочки, состав и проницаемость мембраны) и иммобилизации в них ДНК вируса болезни Ауески. 
Микрокапсулирование ДНК может быть использовано как способ доставки ДНК-вакцин. 


ЗОММАКУ 

ТЬе агеа оЁ папо{есвпо1021е5 апа 5отайс репе Фегару {есвпо!021е$ 15 сопу4егед.ТВе рарег детопзгае5 
гези 5 оЁ зепеганоп 0Ё писгосарзше$ Вауте гезшае4 ргорегйе5 (Фатетег, сарзше @исКпез$, тепгапе 
сотрозйоп ап@ регтеа ЙЙу) ап@ Фе гези5 оЁ Аце52Ку’5 415еазе уга! ОМА иптоШтайоп ш Шезе пу- 
сгосарзшез. Тре ОМА писгосарзшайоп сап Бе изе4 ог ОМА-уассше 4еПуегу. 
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И.А. Степанова, О.В. Бородина, Ф.А. Ширяев 


ПЕРСИСТЕНЦИЯ САЛЬМОНЕЛЛ В ОРГАНИЗМЕ 
ВАКЦИНИРОВАННЫХ ЖИВОТНЫХ 
ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ ИНФЕКЦИИ 


Введение 

Сальмонеллез — инфекционное конта- 
гиозное заболевание многих видов домаш- 
них, диких животных и птиц, широко рас- 
пространенное среди сельскохозяйствен- 
ных животных, наносящее большой ущерб 
животноводству и представляющее угрозу 
здоровью людей [1, 6]. 

Возбудители сальмонеллеза могут вы- 
зывать как первичные инфекции (брюш- 
ной тиф человека, сальмонеллезы молод- 


няка животных, пуллороз птиц), так и вто- 
ричные, осложняющие бактериальные и 
вирусные болезни (пневмонии молодняка, 
чума свиней). У людей они вызывают пи- 
щевые токсикоинфекции при употребле- 
нии инфицированных продуктов животно- 
го происхождения [2,3]. 

Домашняя птица, свиньи, крупный ро- 
гатый скот являются основным резервуа- 
ром инфекции, а продукты питания живот- 
ного происхождения - источником зараже- 
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